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© Perfectionnenients apport£s aux techniques d'ampllflcation d'aclde nucleique. 

© Perfectionnement apporte aux techniques d'amplification d'acides nucleiques. notamment par reaction de 
polymerisation en chaTne (PCR). 

Ce proceed de detection et/ou d'identification d'une sequence d'acide nucleique ou d'un melange de 
sequences d'acides nucleiques apres mise en solution appropriee de I'echantillon biologique, pour extraire iales 
acides nucleiques, comprend les etapes suivantes : 

(1) une etape de destnjction des extremites 5' des sequences d'acide nucleique double brin presentes dans 
rechantillon. par mise en contact dudit echantillon biologique avec un reactif approprie, actif h une 
temperature comprise entre 37* -42* C ; 

(2) une etape d'amplification proprement dite par mise en contact de rechantillon obtenu en (1) avec des 
rSactifs appropries, notamment des amorces d'amplification appropriees a I'amplification de la/les sequences 
cibles a detecter, en presence d'une ADN polymerase thermoresistante ; 

(3) une etape de detection des sequences cibles specifiques amplifiers. 
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PERFECTIONNEMENTS APPORTES AUX TECHNIQUES ^AMPLIFICATION D'ACIDE NUCLEIQUE 

La preserrte invention est relative h un perfectionnement apporte aux techniques d'amplification 
d'acides nucleiques, notamment par reaction de polymerisation en chaTne (PCR). 

L'une des premferes methodes d'amplification decrites, est la reaction de polymerisation en chaTne 
(PCR). developpee par SAIKI R. et al. (Science, 1985, 230 , 1350). Cette technique permet notamment 
5 ^amplifier des sequences d'ADN simple brin ou double brin et est basee sur ie fonctionnement cyclique 
d'une ADN polymerase, laquelle enzyme est capable de copier un brin d'ADN, utilise comme matrice, en 
un brin complementaire par elongation a partir de Pextremite 3 # OH libre d'une amorce oligonucleotidique. 

La technique PCR consiste h effectuer n cycles successes d'amplification, au cours desquels deux 
amorces dirigent ramplification de la sequence d'ADN double brin qu'elles encadrent Un cycle d'ampiifica- 
70 tion est compose de trois etapes permettant de realiser successivement la denaturation de I'ADN (a une 
temperature comprise entre 90 et 95 "C). r hybridation des amorces (par exemple a une temperature 
comprise entre 37 et 75* C) et Telongation des brins d'ADN par I'ADN polymerase. 

Les bases technologiques de la PCR reposent sur deux points fondamentaux : 

- Tutilisation de deux amorces oligonucleotides, l'une compiementaire du brin ADN + , I'autre du brin 
is ADN- et dont les extremites 3' sont en regard ; 

- Tutilisation repetitive de I'activite d'une ADN polymerase appropriee. 

La PCR permet alors Tutilisation, dans des conditions adequates. de toutes les sequences neosyntheti- 
sees au cycle n comme matrice, pour PADN polymerase au cycle (n + 1). II en resulte une amplification 
exponentielle du nombre de sequences d'acides nucleiques cibles en fonction du nombre de cycles, 
20 conformement a la courbe d'amplification qui comprend une phase exponentielle ou la quantity Q de 
sequences cibles obtenues peut Stre reliee a la quantite Qo de sequences cibles initlales, au facteur 
d'amplification x et au nombre de cycles n par la formule suivante : Q » Qo (1 + x) n . 

La PCR permet ainsi d'amplifier, de manure exponentielle, des sequences d'acides nucleiques, dites 
cibles, des mi I Hers de fois. 

25 Cette technique d'amplification est plus particulierement d^crite dans la Demande de Brevet europeen 
CETUS 201 184, qui specifie notamment que les deux amorces oligonucleotidiques mises en oeuvre dans 
la PCR sont de preference simple brin et doivent etre suffisamment longues pour amorcer la synthese du 
produit d'extension en presence de TADN polymerase. 

Un certain nombre d'ameliorations ou de perfectionnements a cette technique ont ete proposes et 

3b notamment pour eviter I'addition d'enzymes a chaque cycle, une ADN polymerase pouvant resister a 
100* C, la Taq polymerase, d^crite dans la Demande de Brevet europeen CETUS 258 017, est ajoutee des 
le debut du procede et permet de realiser un nombre important de cycles d'amplification consecutifs. La 
Taq polymerase a permis d'une part d'automatiser le procede d'amplification et d'autre part d'augmenter la 
specificite de ramplification. 

35 La PCR permet ainsi d'obtenir. sans clonage, une amplification considerable d'une sequence nucleique, 
dite sequence cible. done un enorme gain en sensibilite. La sequence cible amplifiee est ensuite 
directement accessible h differents procedes d'analyse tels que le procede de dot-blot, reiectrophorese ou 
le sequengage. Deux Demandes de Brevet (Demandes de Brevet europeen CETUS n* 200 362 et n' 229 
701) decrivent plus particulierement Tassociation amplification-hybridation pour la detection d'une sequence 

40 d'acide nucleique recherchee dans un echantilion. 

Depuis, des variantes eVou des perfectionnements ont ete proposes et la PCR est actuellement - 
largement utilisee tant en biologie moieculaire qu'en clinique (diagnostic de maladies genetiques et 
detection de microorganismes pathog^nes). Cependant, I'utilisation en routine de cette technique a fait 
apparaitre un inconvenient important lie a son extreme sensibilite, h. savoir Temergence de faux-positifs, 

45 qui se sont revels etre lies, apres une analyse soigneuse des resultats, a une contamination de 
I'echantillon a analyser. 

Un certain nombre d'articles, parus depuis environ deux ans, decrivent de tels cas de contaminations et 
proposent des moyens pour les resoudre. Ces articles mettent en valour un type de contamination 
inattendue, a savoir la contamination par des sequences identiques a celles recherchees. 
so - Y.M.D. LO et al., dans un article paru dans Lancet (1988. ii, 679), font apparaitre cet inconvenient de 
la reaction de polymerisation en chaTne, du a sa sensibilite et pour pallier cet inconvenient important 
preconisent de prendre un soin particulier dans la preparation de la matrice d'ADN avant ramplification. LO 
et al. decrivent plus particulierement un exemple de contamination dans un diagnostic de sequences HBV 
et montrent un resuttat positif obtenu & partir d'echantillons negatifs : des sequences HBV ont ete 
amplifiees k partir d'echantillons negatifs, une verification de I'absence de sequences a detecter dans 
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Pgchantillon ayant ete realise par un Southern Blot 

LO et al. ont analyse ce resultat comma 6tant une contamination des amorces utilisees, par des 
plasmides contenant I'insert HBV (plasmido pHBV130), dans la mesure ou, lorsqu'ils se debarrassent des 
amorces contaminees, II n'y a plus ^amplifications faussement positives dans les echantiilons negatifs. 

5 LO et al. suggerent que, dans la mesure oD la PCR est de plus en plus utilisee dans le diagnostic, le 
probleme des faux positifs, par contamination par des sequences identiques h celles h detecter. ne peut 
etre neglige. LO et al. proposent de realiser syst6matiquement un temoin dit nSgatif consistant uniquement 
en reactifs pour la PCR pour evaluer la contamination plasmidique Sventuelle de ces reactifs. 

LO et al. proposent Sgalement de verifier I'existence d'une contamination plasmidique par amplification 

w en presence d'amorces correspondent a des sequences placees de part et d'autre de la jonction vecteur- 
insert dudit plasmide. Cette procedure est specialement necessaire si des resultats conflictuels sont 
obtenus par les methodes conventionnelles telles que le Southern Blot. 

II faut cependant noter que le probfeme de la contamination par la presence d'un plasmide vecteur du 
fragment cible ne se pose que dans le cadre des laboratoires de recherche alors que les laboratoires de 

75 diagnostic (laboratoires d'analyses medicates par exemple), effectuant des identifications en routine, 
disposent de reactifs prets k I'emploi et qu'en ce cas. il est important d'eviter la contamination de la matrice 
par des produits autres que des plasmides (produits de la PCR, virus libres par exemple) pour la realisation 
d'un diagnostic fiable, cette contamination ne pouvant §tre evitee. de I'avis de LO et al. a I'heure actuelle. 

- RA GIBBS et al., dans un article paru dans Genes & Development. 1989. 3. 1095-1098. prodiguent 
20 les conseils suivants : ispler tous les reactifs utilises pour la mise en oeuvre de la PCR des equipements 

utilises pour analyser les produits obtenus ; utiliser des bouchons & vis et meme alier jusqu'a congeler les 
contenus, avaht d'effectuer la reaction finale, afin d'eviter la formation d'aSrosols : limrter le nombre de 
cycles d'amplification au minimum, k la fois pour reduire le risque d'amplifier de petites quantites de 
contaminants deja presents et pour reduire la quantity totale de produits de reaction et disposer de jeux de 
25 pipettes differents pour chaque tache. 

- G. SARKAR et al., dans un article paru dans Nature, 1990. 343. 27. proposent, pour eviter cette 
contamination, de traiter I'echantillon aux rayons UV, avant d'ajouter la matrice d'ADN k amplifier. 

- S. KWOK et al.. dans un article paru dans Nature, 1989, 339. 237-238. proposent un certain nombre 
de "bonnes pratiques de laboratoire*' pour contrdler et eviter la contamination : isoler physiquement les 

30 preparations et les produits pour PCR (pieces separees. rayons UV...) ; autoclaver les tampons utilises ; 
fractionner les reactifs en petits echantiilons afin d'eviter un pipetage repetS ; utiliser des gants de 
protection lors des manipulations ; eviter les projections ; utiliser des pipettes ne provoquant pas I'apparition 
d'aSrosols contenant des echantiilons d'ADN ; premelanger les reactifs qui peuvent I'etre afin de diminuer 
le nombre de manipulations contaminates : ajouter I'ADN en dernier ; choisir soigneusement les controles 

35 positifs et negatifs. 

La contamination decrite par ces differents Auteurs est done une contamination par des sequences 
identiques a celles a d&ecter. dites sequences cibles, issues, dans la majorite des cas. au laboratoire 
d'analyses medicales, d'ampliflcations anterieures, et qui genfcrent un grand nombre de copies. entraTnent 
une accumulation des fragments cibles amplifies et aboutlssent notamment a la presence ubiquitaire des 

40 sequences cibles dans le laboratoire d'analyses medicates. Cependant. rensemble des suggestions 
proposees par les differents Auteurs precites. pour eviter cette contamination, ont I'inconvSnient d'etre 
particulierement contraignantes et difficiles & mettre en oeuvre en routine. 

De plus, ces differentes suggestions ne permettent pas d'eliminer systematiquement la contamination 
due a la presence de sequences cibles issues d'ampllfications anterieures. 

45 C'est pourquoi, la Demanderesse s'est donne pour but de pourvoir a un procede d'amplification de 
sequences cibles. qui repond mieux aux necessites de la pratique que les procedes ant^rieurs. notamment 
en ce qu'il permet d'empecher I'amplification exponentielle des acides nucleiques double brin contami- 
nants, e'est-a-dire des sequences identiques aux sequences a detecter, amplifiees lors de precedents tests 
au laboratoire et qui pourraient entraTner des resultats faussement positifs. 

so On entend. au sens de la presente invention, par sequence contaminante. un fragment d'acide 
nucleique court qui correspond a un fragment d'ADN genomique & detecter (sequence cible) et qui 
possede a son extremite 5 une amorce integree. 

On entend, au sens de la presente invention, par sequence cible, une sequence definie par les amorces 
d'amplification qui I'encadrent. laquelle sequence est incluse dans un acide nucleique de sequence longue. 

55 ADN genomique notamment. 

La presente invention a pour objet un procede de detection etou d'identification d'une sequence 
d'acide nucleique ou d'un melange de sequences d'acides nucleiques comprenant une amplification 
enzymatique. caracterise en ce qu'apres mise en solution appropriee de I'echantillon biologique. pour 
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extraire le/les acides nucleiques, iedit procede comprend les etapes suivantes : 

(1) une etape de destruction des extremites 5' des sequences d'acide nucleique double brin prSsentes 
dans rechantillon, par mise en contact dudit echantillon biologique avec un reactif approprie. actif a une 
temperature comprise entre 37* -42* C ; 
5 (2) une etape d'amplification proprement dite par mise en contact de rechantillon obtenu en (t) avec des 
reactifs appropries, notamment des amorces d'amplification appropriees a I'amplification de la/les 
sequences cibies a detecter, en presence d'une ADN polymerase thermoresistante ; 
(3) une etape de detection des sequences cibies specifiques amplifiees. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du procede conforme h ('invention, le reactif de I'etape 
to (1), denomme reactif de discrimination entre sequences contaminantes et sequences cibies, est choisi dans 
le groupe qui comprend des produits chimiques convenables et des enzymes qui agissent en milieu alcalin 
faible. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, I'enzyme est une 5 exonuclease 
appropriee. de preference la 5 lambda exonuclease. 
;s Selon une modalite* avantageuse de cette disposition, les amorces mises en oeuvre pour I'amplification 
de I'etape (2) sont phosphorylees a leurs extremites 5 . 

La lambda exonuclease a la propriete de detruire les extremites 5' des acides nucleiques double brin' 
lorsque lesdites extremites sont phosphorylees. 

faction de cette 5 lambda exonuclease est plus particulierement decrite dans les articles de J. W. 
20 LITTLE (J. Biol. Chem.. 1967, 242 . 4. 672-686). 

La mise en oeuvre de I'etape 1 pr§citee est cruciale pour eviter les contaminations par des sequences 
identiques 2t ceiles h detecter. 

En effet comme precise ci-dessus, les sequences contaminantes correspondent a des sequences 
relativement courtes. comportant k leurs extremites, les amorces d'amplification utilisees lors d'amplifica- 
25 tions precedentes (produits d'extension d'amorce), alors que les sequences cibies a detecter, definies par 
les amorces d'amplification qui ies encadrent (meme amorces que ceiles incorporees dans les sequences 
contaminantes), sont incluses dans un acide nucleique de sequence longue (ADN genomique notamment). 

Au cours de retape (1) du procede conforme a I'invention, le reactif de discrimination et plus 
particulierement la 5 exonuclease, qui a la propriete de detruire les nucleotides d'On acide nucleique 
30 double brin uniquement, de proche en proche, dans le sens 5 —3', conduit a I'obtention d'aeides 
nucleiques dont les extremites 5 sont detruites sur une longueur dependant du temps d'action de la 5 
exonuclease. alors qu'elle ne detruit pas les extremites 5 ADN simple brin (amorces ou ADN denature, par 
exemple). 

Lore de Tetape (2) du procede conforme & I'invention, les sequences d'acide nucleique courtes 
35 (sequences contaminantes) et les sequences d'acide nucleique longues (sequences comportant la sequen- 
ce cible a detecter) vont, en raisbn de Taction du reactif de discrimination et plus particulierement de la 5 
exonuclease, so comporter differemment : 

- en ce qui conceme les sequences contaminantes, qui ne comprennent en fait que la sequence cible et les 
amorces d'amplification, incorporees aux extremites, it -n'y aura extension qu'& partir d'une seule amorce 

40 d'amplification. dans la mesure ou les extremites 5 sont detruites ; une telle extension n'entratnera qu'une 
augmentation lineaire de ces sequences contaminantes : si Ton considere que n cycles successifs 
d'amplification ont ete effectues au cours de I'etape (2), les sequences contaminantes ne seront amplifiees 
que 2n fois, ce qui peut etre considere comme une amplification negligeable, par rapport a une 
amplification exponentielle qui entraTne la formation de 2 n sequences amplifiees. 

45' - en ce qui conceme les sequences cibies a detecter, par contre, la destruction des extremites 5 
n'affectera pas la zone de la sequence longue d'acide nucleique dans laquelle se trouvent les sequences 
cibies ; ii y aura done extension a partir des deux amorces d'amplification ; une telle extension entraTnera 
une augmentation exponentielle desdites sequences cibies (production de 2" sequences, lors de n cycles 
successifs d'amplification) et permettra une detection aisee desdites sequences. 

so La duree de Taction du reactif de discrimination et plus particulierement de la 5 exonuclease peut 
varier de quelques minutes a plus d'1/2 heure, selon les cas. 

Le precede conforme a I'invention permet done, de maniere inattendue. par la destruction des 
extremites 5 des acides nucleiques double-brin presents dans rechantillon, d'eviter I'amplification exponen- 
tielle des sequences contaminantes. tout en n'affectant pas {'amplification exponentielle des sequences 

55 cibies incluses notamment dans un ADN genomique. 

II faut noter que, meme dans le cas le moins favorable, e'est-^-dire lorsque la sequence cible se trouve 
a I'extremite 5 de PADN genomique, cette meme sequence cible. sur le brin negatif. est loin de I'extremite 
5 et sera done k Torigine d'une amplification exponentielle. 
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L'£tape (1 ) du procede conforme k Tinvention rend vulnSrables les fragments d'acide nucleique double 
brin courts, aJors que dans les fragments decides nucleiques longs, la sequence cible sera protegee et 
toujours amplifiee exponentiellement. 

La figure 1 illustre le processus d'amplification exponentielle classique, obtenue par PCR. en partant 
5 d'un acide nucleique dit contaminant tel que defini ci-dessus. c'est-Si-dire dont les extnimites sont denies 
par les extrSmites 5 des amorces A et B utilisees. 

Lors d'une telle amplification, il y aura extension des brins & partir des deux amorces et la sequence 
contaminante va etre amplifiee exponentiellement. meme en Tabsence de sequences cibles dans I'Schantii- 
lon a analyser : au bout de n cycles, on obtient 2" exemplaires de la sequence contaminante. En 20 cycles, 
w la sequence initiate est en principe amplifiee un million de fois. 

Par contre, lors de la mise en oeuvre du proc§d£ conforme h ^invention, les sequences contaminantes. 
en presence de 5' exonuclease par exemple. ne conduisent pas & I'obtention de faux positifs, car elles ne 
sont amplifies que lin§airement, comme le montre la figure 2. ou Ton voit qu'il n'y a extension qu'a partir 
d'une seule amorce et non des deux. 
/5 En effet. comme precis^ ci-dessus. une amplification Itneaire pour n cycles conduit seulement a la 
formation de 2n sequences. 

Le Tableau I ci-apr§s met en valeur le nombre de copies obtenues apres amplification d'une sequence 
dite contaminante, sans traitement prealable avec une 5' exonuclease (colonne A et figure 1. amplification 
exponentielle classique), et avec traitement prealable avec une 5 exonuclease (colonne B et figure 2. 
20 amplification Iin6aire). 

TABLEAU I 
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Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, Petape (1), h savoir Petape de 

destruction des extremes 5 des sequences d'acide nucleique double brin, n'est r£alis£e qu'une fois alors 

que Petape (2) est r£p£tee au moins une fois. 

En effet, dans le procede conforme a Pinvention, le reactif de discrimination et plus particulierement la 
5 5 exonuclease ne doit agir qu'une fois f avant le premier cycle de Petape d'amplification, pour eviter 

Pamplification exponentielle des sequences contaminantes ; il doit done etre thermosensible. pour pourvoir 

etre aisement utilisable dans un procede automatise. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux de Pinvention, Petape (2) dudit procede est 

r£alisee, en outre, en presence d'une ADN polymerase thermosensible. 
10 L'association d'une polymerase thermosensible, active h 37 *C k la polymerase thermoresistante a 

Pavantage de permettre de resoudre au moins deux probl&mes lies a la mise en oeuvre d'une PCR : 

- de reparer les sequences contaminantes obtenues a partir d'une PCR, dont les demiers cycles 

d'amplifications ont de mauvais rendements. (obtention de contaminants simple brins, par exemple qui ne 

seraient done pas detruits par le procede conforme a Pinvention), 
T5 - dans le cas de Papplication de la PCR & de PARN, Passociation d'une ADN polymerase ARN dependante 

h la polymerase thermoresistante permet de realiser la PCR sur des particules virales h ARN. en une seule 

etape. 

Le procede conforme h Pinvention a Pavantage de modifier, en debut de reaction, les fragments cibles 
amplifies iors de precedentes manipulations (contaminants), sans modifications importantes de PADN 
20 plasmidique ou genomique dans lequel se trouve la sequence cible a detecter. Aprfcs ce traitement. le 
fragment cible amplifie prdexistant ne peut plus servir de matrice pour une amplification exponentielle, alors 
que PADN plasmidique ou genomique reste toujours la matrice de depart. 

La presente invention a egalement pour objet une composition enzymatique pour la mise en oeuvre 
d'un procede de detection conforme k Pinvention. caracterisee en ce qu'elle comprend un reactif detruisant 
25 les extremitBS 5' des sequences d'acide nucleique double brin, dit reactif de discrimination entre sequen- 
ces contaminantes et sequences cibles et une ADN polymerase thermoresistante. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite composition, ledit reactif de discrimination est une 5 
exonuclease thermosensible. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite composition, elie comprend, en outre, une 
30 ADN polymerase active a 37* -42* C (thermosensible). 

La presente invention a, en outre, pour objet un coffret. kit ou ensemble coordonne. pr§t a Pemploi. 
pour la mise en oeuvre du procede conforme a Pinvention, caracterise en ce qu'il comprend outre des 
quantites utiles de tampons et reactifs convenables, d'au moins une paire d'amorces approprtee et 
eventuellement d'au moins une sonde appropriee. des doses appropriees d'une composition enzymatique 
35 conforme a Pinvention. 

Outre les dispositions qui precedent, Pinvention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortlront 
de la description qui va suivre, qui se nSfere a des exemples de mise en oeuvre du precede objet de la 
presente invention. 

II doit §tre bien entendu, toutefois. que ces exemples sont donnes uniquement h titre d'illustration de 
40 Pobjet de Pinvention. dont ils ne constituent en aucune manfere une limitation. 

De maniere generate, le procede conforme h Pinvention permet d'eiiminer les faux positifs dus h la 
contamination par des sequences identiques aux sequences h detector, prealablement amplifiees Iors de 
tests anterieurs, au laboratoire. 

45 

Exemple 1 : Detection de Chlamydia trachomatis par le procede conforme a Pinvention, en 
presence ~d' ADN polymerase thermoresistante ; comparaison avec une amplification classique 
(PCR). 

so Des echantillons d'ADN de Chlamydia obtenus a partir du plasmide cryptique de cette bacterie sont 
soumis a une amplification dans un milieu de reaction contenant en un volume total de 50 ul : 1 uM de 
chacune des amorces appropriees phosphorytees en 5', 200 uM de chacun des 4 desoxyribonucleotides 
triphosphates (dATP, dCTP. dGTP. dTTP), Tris 10 mM pH 8 ; KCI 50 mM ; MgCI 2 5 mM. 1 unite de 5 3 
polymerase thermoresistante et une unite de 5 lambda exonuclease thermosensible. 

55 Le protocole est le suivant : 

les Echantillons sont chauffes a 37* C pendant 15 minutes (action de Pexonuctease) et sont ensuite soumis 
& une amplification comprenant 25 cycles, chaque cycle comportant ; chauffage a 92 *C pendant 15 
secondes. refroidissement a 55 *C pendant une minute puis chauffage a 72 # C pendant une minute. Les 
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echantilions sont alors conserves a 72* C pendant 10 minutes. 

Les produits de la PGR sont sEpares par Electrophorese sur gel d'agarose (1,4 %), prealablement 
colore au bromure d'ethidium, 

L'ADN est alors dEtectE par exposition aux rayons U.V.. 
5 En comparaison, on realise des PCR classiques (sans ajout de 5 exonuclEase). selon le meme 
protocole. 

Cette comparaison a pour but de montrer les avantages du procede conforme a Invention, a savoir 
que la lambda exonudease n f a pas d'effet sur le rendement des PCR faites a partir d'ADN gEnomique alors 
quelle diminue fortement le rendement de la PCR rEalisee a partir de sequences contaminantes telles que 
io definies ci-dessus, phosphorylees a leur extrEmite 5 . 

La figure 3, dans son ensemble, illustre cette comparaison et montre I'Elimination des faux posittfs. 
obtenue a J'aide du procede conforme a I'invention, lorsque des produits de PCR realises dans les 
conditions differentes precisees ci-dessus, sont separes par Electrophorese sur gel d'agarose (1.4 %), 
colore au bromure d'ethidium, comme precise ci-dessus. 
?5 Ble comprend : 

- en colonne 1 : les produits d'amplification obtenus par PCR classique, en presence d'amorces 
phosphorylees. a partir d'un echantillon contenant un plasmide cryptique de Chlamydia ; 

- en colonne 2 : les produits d'amplification obtenus par le procede conforme a I'invention (action de la 
5 lambda exonuclEase + PCR), en presence & amorces phosphorylees. a partir d'un Echantillon 

20 contenant un plasmide cryptique de Chlamydia ; 

- en colonne 3 : les produits d'amplification obtenus par PCR cfassique. en presence d'amorces 
phosphorylees, a partir d'un Echantillon negatif contenant des contaminants phosphoryles a leur 
extremity s' ; 

-en colonne 4 : les produits d'amplification obtenus par le procEdE conforme a I'invention (action de la 
25 5 lambda exonudease + PCR), en presence d'amorces phosphorylees. a partir d'un echantillon negatif 
contenant des contaminants phosphorylEs a leur extrEmite 5' ; 

- en colonne 5 : les produits d'amplification obtenus par une PCR classique, a partir d'un echantillon 
negatif contenant des contaminants non phosphoryles a leur extrEmite 5 ; 

- en colonne 6 : les produits d'amplification obtenus par le procede conforme a I'invention {5 lambda 
30 exonudease + PCR), a partir d'un echantillon negatif contenant des contaminants non phosphoryles a 

leur extrEmitE 5. 
II ressort de cette figure que : 

- la presence de 5 lambda exonudease n'inffue pas sur ('amplification elle-meme (colonne 1 et colonne 2) ; 

- en I'absence de 5 lambda exonudease, un echantillon negatif donne un resultat faussement positif 
35 (colonne 3), alors que ce mauvais resultat disparalt en presence de 5 lambda exonudease (colonne 4) ; il 

faut noter qu'en colonnes 3 et 4. on observe une lEgere bande qui correspond a des fragments non 
specifiques, bande habitueliement retrouvee lors d'amplifications conduites en i'absence d'une matrice 
d'ADN. 

- lorsque Ton utilise de la 5 lambda exonudease, les contaminants phosphoryles a leur extremite 5 sont 
40 beaucoup plus sensibles a cette derniere (colonnes 5 et 6). 



Exemple 2 : Detection de Chlamydia trachomatis par le proceed conforme a I'invention. 

45 La reaction est mise en oeuvre comme suit : « 

Des echantilions d'ADN de Chlamydia issus d'echantillons cliniques sont ajouies a un tampon de 
reaction contenant : Tris-HCI (pH 8,4) 10 mM ; KCI 50 mM ; MgCk 2 mM ; dEsoxyribonuclEotide 
triphosphates (dNTP) : 200 uM de chaque, amorce : 1 uM de chaque, 0.03 unitE d'ADN lambda 
exonudease par ul de reaction, 0.02 unite d'ADN polymerase thermorEsistante par al de reaction. 

so Les Echantilions sont chauffes a 37 *C pendant 20 minutes et sont soumis aux 25 cycles successifs 
suivants : les echantilions sont chauffes a 90 *C pendant 15 secondes. refroidis a 55* C pendant une 
minute et chauffes a 72 *C pendant une minute. Les echantilions sont alors conserves a 72 *C pendant 10 
minutes. 

Les produits de la PCR obtenus avec les amorces suivantes : 
55 amorce 1 ( + ) : 5 - TTCCCCTTGTMTTCGTTGC - 3' 
amorce 2 (-) : 5' - TAGTAACTGCCACTTCATCA - 3', 

phosphorylees de maniere classique par une polynucleotide kinase, presentent 201 patres de bases et sont 
sEparEs sur gel d'agarose colore au bromure d'Ethidium. L'ADN est alors detectE par exposition aux rayons 
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U.V.. Les produits de la PCR peuvent egalement Stre reveles par autoradiographic apres la mis© en oeuvre 
d'un Southern Blot sur ftltre Hybond N (Amersham) avec une sonde d'ARN simple brin, specifique desdits 
produits, marquee soit au ^P (figure 4 : colonne 1 : marqueurs ; colonne 2 : temoin negatif ; colonne 3 : 
temoin positif ; colonne 4 : echantillon clinique negatif ; colonnes 5 et 6 : echantiilons cliniques positifc) soit 
5 au Dig-dUTP (figure 5 : colonne 1 : marqueurs ; colonne 2 : temoin positif ; colonne 3 : temoin negatif ; 
colonne 4 : echantillon clinique negatif ; colonnes 5 et 6 : echantillons cliniques positifs). Les echantillons 
cliniques contenant de I'ADN genomique de Chlamydia trachomatis sont bien detectes en presence de 
lambda exonuclease (figure 4 : colonnes 3 et 4 ; figure 5 : colonnes 5 et 6). 

10 

Exemple 3 : Role de la concentration en contaminants. 



On prepare des sequences dites contaminantes de cytomegalovirus (CMV). 

II s'agit de produits ^extensions d'amorces phosphorylees, obtenues lors d'amplifications anterieures. 
75 Ces sequences contaminantes contiennent done uniquement des sequences cibles contenant h leurs 
extra" mites iesdites amorces phosphorylees. 

Lesdites sequences contaminantes sont obtenues par purification a partir d'une electrophorese sur gel 
d'agarose, puis par eMectroelution, precipitation a I'ethanoi, mise^en suspension dans de I'eau et quantifi 
cation avec "DNA DIPSTRICK from INVITROGEN 1-800-544-4684". 
20 Les sequences contaminantes ainsi obtenues sont ensurte diluees, de maniere & obtenir environ 10 5 
copies dans 15 jxl d'eau. Des dilutions en serie, d'ordre 5, sont ensuite effectuees. pour pouvoir evaluer le 
nombre de copies present dans chs^^9 echantillon, avant de rSaliser chaque PCR. 

\ Les diffSrents echantillons sont soumis soit & une PCR classique (absence de 5' lambda exonuclease), 
soit a une PCR en presence de 5' lambda exonuclease (procede conforme k I'invention). 
25 Le role de la 5 lambda exonuclease, en fonction de la concentration en produit contaminant, est 
morrtre* sur la figure 6. 

Les produits de la PCR sont spares par electrophorese sur gel d'agarose colore au bromure 
d'ethidium et I'ADN est dgtecte* par exposition aux rayons U.V. 
La figure 6 montre les resultats suivants : 
30 - en colonne 1 . on a des marqueurs de poids moleculaire (Marker VI, Boehringer) ; 

- en colonne 2 : 10 s copies de sequences CMV contaminantes amplifiees en I'absence de 5' lambda 
exonuclease ; 

- en colonne 3 : 10 s copies de sequences CMV contaminantes amplifiees, apres 20 minutes de contact 
avec de la lambda exonuclease (0,03 U/iil) ; 

35 - en colonne 4 : 2.1 0 4 copies de sequences CMV contaminantes amplifies en I'absence de lambda 
exonuclease ; 

- en colonne 5 : 2.10* copies de sequences CMV contaminantes amplifiees apres 20 minutes de mise 
en contact avec de la lambda exonuclease (0,03 U/ul) ; 

- en colonne 6 : 4.1 0 3 copies de sequences CMV contaminantes amplifiees en I'absence de lambda 
40 exonuclease ; 

- en colonne 7 : 4.1 0 3 copies de sequences CMV contaminantes amplifiees en presence de lambda 
exonuclease (0.03 U/ul. temps de contact : 20 minutes). 

II ressort de cette figure : 

- qu'en Tabsence de lambda exonuclease. on obtient une bande correspondent aux sequences CMV 
45 (colonnes 2. 4 et 6) ; 

- alors qu'en presence de lambda exonuclease, et quelle que soit la concentration en sequences 
contaminantes, on n'obtient aucune bande (colonnes 3, 5 et 7). 



so Exemple 4 : Role de la lambda exonuclease sur PADN genomique contenant une sequence clble a 
detecter." 

Differents ADN genomiques ont ete utilises, pour evaluer le role de la lambda exonuclease sur 
differents ADN. Differents herpes virus et le virus du papillome ont 6x6 plus particulierement etudies. 

55 

1) Herpes vims : 
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Les ADN sont obtenus h partir de lignees cellulaires infectees par les herpes virus humains suivants : 
HSV2, CMV, VZ et EBV. 

Des dilutions en serie sont realisees avant d'effectuer les PCR en presence d'amorces appropriees 
auxdits differents virus, presentant de 20 & 30 nucleotides et phosphorylees de manure classique par une 
5 polynucleotide kinase. 

Pour rgaliser ia PCR, lesdrts echantilions sont ajoutes k un tampon contenant : Tris-HCI (pH 8,4) 10 mM 
; KCI 50 mM ; MgCJ 2 2 mM ; gelatine : 0.01 % dNTP : 200 u>M de chaque ; amorces appropriees : 1 uM de 
chaque ; TAQ polymerase (CETUS PERBlN-ELJvlER) : 0,02 U/uU de reaction ; lambda exonuclease (BRL) O 
ou 0.03 U/jxl de reaction selon ia procede mis en oeuvre (PCR classique ou procede conforme k 1'invention, 
ro respectivement). 

Les echantilions sont soumis aux differents cycles thermiques suivants : 
- 1 fois : 37* C pendant 20 minutes ; 92* C pendant 1 minute (action de la lambda exonuclease s'il y a lieu) 

- 30 fois : 92* C pendant 15 secondes ; 55* C pendant 1 minute ; 72* C pendant 1 minute (PCR proprement 
/5 dite) ; 

- 1 fois : 72* C pendant 10 minutes. 

Les produits d'amplification sont soumis a une eiectrophorese en gel d'agarose 2 % colore au bromure 
d'ethidium et photographies sur plaques U.V.. 

Les marqueurs de poids moteculaire utilises (Marker VI. Boehringer) ont les tallies suivantes : 2176, 
20 1766, 1230. 1033. 653. 517, 453, 394, 298. 234, 220, 154. 

Selon le virus d&ecte, on obtient les resultats suivants : 



1.a. Virus Varicelle zona (VZV) : 

25 

Des dilutions s6ri£es d'ordre 2 d'ADN genomique de cellules infectees par le virus varicelle zona, sont 
soumises a une PCR avec des amorces VZV phosphorylees appropriees. en presence et en I'absence de 
lambda exonuclease, comme precise ci-dessus. 

Les produits de la PCR obtenus avec les amorces suivantes : 
30 amorce 1 ( + ) : 5 - ATGGG GTATGCATACGTCG AGGCGGTTGAC ; 3' 
amorce 2 (-) : 5 - ATATTGAAGCAAATCGCGACATCGTACTAC - 3' 
presentent 189 paires de bases. 

Apres eiectrophorese sur gel d'agarose. comme precise ci-dessus. on obtient les resultats illustr£s & la 
figure 7. dans iaquelle les colonnes impaires representant une PCR realisee en I'absence de lambda 
as exonuclease et les colonnes paires representent une PCR realisee en presence de lambda exonuclease. 

II ressort de cette figure, qu'une detection realisee h partir d'un ADN genomique long n'est pas 
influencee par la presence de lambda exonuclease. 

Les m§mes resultats sont obtenus sur d'autres herpes virus, comme precise ci-dessus : 



1.b. EBV: 

Des dilutions serines d'ordre 10 d'ADN genomique de cellules infectees par le virus d'EpStein-Barr. 

sont soumises k une PCR avec des amorces EBV phosphorylees appropriees, en presence et en I'absence 
45 de lambda exonuclease, comme precise ci-dessus. 

Les produits de la PCR obtenus avec les amorces suivantes : 

amorce 1 ( + ) : 5 - AGAGGTTCAGGGACTTGTCCTCTATCGTCT - 3 

amorce 2 (-) : 5' - TTACCAACAACATGCTGATTCGCGACAACA - 3 

presentent 282 paires de bases, 
so Apres eiectrophorese sur gel d'agarose, comme precise ci-dessus, on obtient les resultats illustres h la 

figure 8, dans Iaquelle les colonnes impaires representent une PCR realisee en I'absence de lambda 

exonuclease et les colonnes paires representent une PCR r£alisee en presence de lambda exonuclease. 



55 1.c. HSV2: 



Des dilutions seriees d'ordre 10 d'ADN genomique de cellules infectees par le virus Herpes Simplex 2. 
sont soumises a une PCR avec des amorces HSV phosphorylees appropriees, en presence et en I'absence 
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de lambda exonuclease. 

Les produits de la PCR obtenus avec les amorces suh/antes : 
amorce 1 (+) : 5' - TTCCCGGTCGCCGGGCACCACCACGCCGTA - 3' 
amorce 2 (-) : 5' - TTCGCTTCATCGCCACGAAGACCAACGACG - 3' 
5 presenter* 185 pairos de bases. 

Aprfcs electrophorese sur gel d'agarose, comme precise ci-dessus, on obtient les resultats illustres a la 
figure 9, dans laquelle les colonnes impaires represented une PCR realisee en I'absence de lambda 
exonuclease et les colonnes paires representent une PCR realisee en presence de lambda exonuclease. 
Pour ia detection du cytomegalovirus, on procede comme ci-dessus, en presence des amorces 
w suivantes : 

amorce 1 (+) : 5 - ACGGCGTTCCCCCATAAAGTCACGTAACAC - 3 
amorce 2 {-) : 5 - CGCCGAGAAACACGGCGGACGCATCGACGG - 3' 
et Ton obtient un fragment ampiifie de 259 paires de bases. 

15 

2) Virus du papillome (HPV 11) : 

Des dilutions seriees d'ordre 2 d'ADN genomique, obtenu a panjr d'un condyiome anal preleve sur un 
patient, sont soumises a une PCR selon le protocole decrit ci-dessus en 1), avec des amorces HPV 11 
20 phosphorylees approprtees. en presence et en I'absence de lambda exonuclease. 

Les produits de ia PCR obtenus avec les amorces suivantes : 
amorce 1 (+) : 5 - TGGTACTTTGCACGCAGACGCCGTA - 3' 
amorce 2 (-) : 5 - ATGATAAAATATGTTGGTGCGTTTA - 3' 
pnSsentent 154 paires de bases. 
25 Apres electrophorese sur gel d'agarose. comme precise ci-dessus. on obtient les resultats illustres a la 
figure 10, dans laquelle les colonnes impaires representent une PCR realisee en I'absence de lambda 
exonuclease et les colonnes paires representent une PCR realisee en presence de lambda exonuclease. 

Les resultats illustres sur les figures 7 a 10 montrent que la lambda exonuclease ne modifie pas le 
rendement d'une amplification realisee a partir d'une matrice d'ADN genomique (fragment long). 



Exempte 5 : Role de la lambda exonuclease sur des sequences dites contaminantes. 

Les ADN contaminants sont isoles par electrophorese sur gel d'agarose puis sont ensuite soumis a une 
35 diffusion passive a 4* C dans de I'eau. " 

Les produits contaminants ainsi obtenus sont diluds comme precise ci-dessus a I'exemple 4.1) et le 
protocole PCR est identique k celui decrit a I'exemple 4.1). 

Les rSsultats obtenus avec CMV. EBV et VZV comme sequences contaminantes sont illustres aux 
figures 11, 12 et 13 et montrent que la presence d'exonuclease diminue tres fortement le rendement 
4o d'amplification de ces sequences contaminantes. 



a. CMV : 

45 Les dilutions seriees d'ordre 5 de produits d'amplification obtenus par PCR avec des amorces CMV 

phosphorylees appropri£es, sont soumises a une PCR avec les m§mes amorces, en presence et en 

I'absence de lambda exonuclease. 

Apres electrophorese sur gel d'agarose, comme precise ci-dessus a I'exemple 4, on obtient les 

resultats illustres a la figure 11, dans laquelle les colonnes impaires representent une PCR realisee en 
so I'absence de lambda exonuclease et les colonnes paires representent une PCR realisee en presence de 

lambda exonuclease. 



b. EBV : 

55 

Des dilutions seriees d'ordre 5 de produits d'amplification obtenus par PCR avec des amorces EBV 
phosphorylees appropriees, sont soumises a une PCR avec ces memes amorces, en presence et en 
I'absence de lambda exonuclease. 
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Apr^s eiectrophor^se sur gel d'agarose, comme precise ci-dessus, on obtient ies resultats illustres a la 
figure 12, dans laquelle Ies colonnes impaires represented une PCR realisee en ['absence do lambda 
exonuclease et Ies colonnes paires representent une PCR realisee en presence de lambda exonuclease. 

5 

c. VZV: 

Des dilutions seriees d'ordre 5 de produits d'amplification obtenus par PCR avec des amorces VZV 
phosphoryiees appropnees, sont soumises & une PCR avec ces memes amorces, en presence et en 
70 I'absence de lambda exonuclease. 

Aprfcs electrophorese sur gel d'agarose, comme precise ci-dessus, on obtient Ies resultats illustres a la 
figure 13, dans laquelle Ies colonnes impaires representent une PCR realise en I'absence de lambda 
exonuclease et Ies colonnes paires representent une PCR realisee en presence de lambda exonuclease. 

is 

Exemple 6 : Action de concentrations croissantes de lambda exonuclease sur le rendement 
^amplification d'ADN genomique. 

Une quantite constants d'ADri genomique obtenue a partir de cellules infectees par VZV est soumise a 
20 une PCR en presence de quantites croissantes de lambda exonuclease (0 : 0,36 : 0,18 ; 0,09 ; 0,045 ; 
0,0225 U/itl) suivant le protocole precedemment decrit. a I'exemple 4 ci-dessus. 

Les resultats sont illustres a la figure 14, dans laquelle Ies colonnes 1 a 7 correspondent successive- 
ment aux differentes concentrations de lambda exonuclease precipes ci-dessus. Cette figure montre que 
0,09 U/ul de lambda exonuclease ne diminue pas le rendement de la PCR ; ceci montre qu'une 
25 concentration de 0,03 U/ul de reaction est tout a fait convenable. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et duplication qui viennent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir a I'esprit du technicien en la matiere, sans 
s'Scarter du cadre, ni de la port£e. de la presente invention. 

30 

Revendicatlons 



T) Procede de detection et/ou ^identification d'une sequence d'acide nucleique ou d'un melange de 
35 sequences d'acides nucleiques comprenant une amplification enzyrnatique, caracterise en ce qu'aprfcs mise 
en solution appropri£e de I'echantillon biologique, pour extraire le/les acides nucleiques, ledit procede 
comprend les Stapes suivantes : 

(1) une etape de destruction des extremites 5 des sequences d'acide nucleique double brin presentes 
dans I'echantillon, par mise en contact dudit Schantillon biologique avec un nlactif approprie. actif a une 

40 temperature comprise entre 37* -42* C ; 

(2) une etape d'amplification proprement dite par mise en contact de I'echantillon obtenu en (1) avec des 
reactifs appropries, notamment des amorces d'amplification appropriees a I'amplification de la/les 
sequences cibles a detecter, en presence d'une ADN polymerase thermoresistante : 

(3) une etape de detection des sequences cibles specifiques amplifies. 

45 2*) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le rdactif de I'etape (1). d4nomme reactif de 
discrimination entre sequences contaminantes et sequences cibles, est choisi dans le groupe qui comprend 
des produits chimiques convenables et des enzymes qui agissent en milieu alcalin faible. 
3* ) Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que I'enzyme est une 5 exonuclease. 
4*) Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la 5' exonuclease est la 5 lambda 

50 exonuclease. 

5*) Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que les amorces mises en oeuvre pour 
I'amplification de I'etape (2) sont phosphoryiees a leurs extremites 5 . 

6*) Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que I'etape (1), a savoir 
I'etape de destruction des extremites 5' des sequences d'acide nucleique double brin, n'est realisee qu'une 
55 fois alors que I'etape (2) est repetee au moins une fois. 

7* ) Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 6. caracterise en ce que retape (2) dudit 

procede est realisee, en 'outre, en presence d'une ADN polymerase thermosensible. 

8* ) Composition enzymatique pour la mise en oeuvre d'un procede de detection selon I'une quelconque 
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des revendications 1 k 7, caracterisSeen ce qu'elle comprend un reactif detruisant les extremttes 5 des 
sequences d*acide nucleique double brin, dit reactif do discrimination entre sequences contaminantes et 
sequences cibles et une ADN polymerase thermoresistante. 

9 # ) Composition selon la revendication 8, caractBrisee en ce que ledit reactif de discrimination est une 5 
5 exonuclease thermosensible. 

10*) Composition selon rune queiconque des revendications 8 et 9, caracterisee en ce qu'eHe comprend, 
en outre, une ADN polymerase active a 37° -42° C (thermosensible). 

11*) Coffret. kit ou ensemble coordonne, pret a f'empioi, pour la mise en oeuvre du procede selon Tune 
queiconque des revendications 1 & 7, caract£rise en ce qu'il comprend outre des quantites utiles de 
10 tampons et reactifs com/enables, d'au moins une paire d'amorces appropriee et dventuellement d'au moins 
une sonde appropriee, des doses appropriees d'une composition enzymatique selon Tune queiconque des 
revendications 8 a 10. 
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